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　遺伝子組み換えヒト塩基性線維芽細胞増殖因子
（以下 bFGF とする）を含有する創傷治療薬は，肉
芽形成促進作用，上皮形成促進作用を有し，わが国
では熱傷，褥瘡，外傷などによる皮膚欠損や難治性
皮膚潰瘍に使用されている．一方，bFGFは血管内
皮細胞と血管平滑筋の遊走・増殖作用を有し，血管
吻合部の早期修復が期待されるが，その効果を組織
像としてとらえた報告はない．四肢再建，特に指や
指掌の再建では，良好な機能回復を得るため手術後
の早期リハビリテーションが必要である．そのため
に，血管吻合部の早期修復が求められる．今回われ
われは bFGF を含有した徐放剤を作製し血管吻合
部に貼付することで同部位の早期修復の可能性につ
いて検討した．
研 究 方 法
　1．動物とその飼育
　本実験に際し，昭和大学医学部動物実験委員会の
承認を得た．実験動物には体重 500 ～ 550 g の雄性
Sprague-Dawley rat を計 27 匹用い，外気温 25℃，
湿度 45％の環境条件のもと，群飼用ゲージで飼育
した．
　2．実験モデルの作成および方法
　徐放剤としてハイドロゲル（株式会社メドジェ
ル）2 mg を使用し，bFGF（科研製薬）を 50μg
と 100μg を含有した 2種類の徐放化 bFGFを作製
した．ラットをジエチルエーテル（Wako）で鎮静
化したのち，ペントバルビタールナトリウム（共立
製薬）30 mg/kgを腹腔内投与で麻酔を行った．ラッ
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要約：遺伝子組み換えヒト塩基性線維芽細胞増殖因子（以下 bFGF とする）を含有する創傷
治療薬は，わが国では多くの施設で使用されている．一方，bFGFは血管内皮細胞と血管平滑
筋の遊走・増殖作用を有するが，血管吻合部に及ぼす効果を組織像としてとらえた報告はな
い．四肢再建，特に指や指掌の再建では，機能回復の点で早期リハビリテーションが必要であ
り，血管吻合部の早期修復が重要である．そのため，今回われわれは bFGF を含有した徐放
化ハイドロゲルを使用し，血管吻合部の修復について調査した．ラットをエーテルで鎮静化し
たのち，ペントバルビタールナトリウム（30 mg/kg）で腹腔内麻酔を行い，大腿動脈を露出
し切断後 10-0 ナイロンで血管吻合を行った．血管吻合のみを行った群（コントロール群）と
ハイドロゲル（徐放剤）2 mg に対し bFGF を 50μg と 100μg を混入し，吻合部に貼付した
2群の計 3群について検討した．同薬剤貼付後 3日，5日，7日目に同様の麻酔下で吻合部を
採取し組織学的検査を行った．血管吻合部における修復の評価として，bFGFと VEGF（血管
内皮細胞増殖因子）の 2種類の免疫染色を行い，吻合部周囲 3か所（0.3×0.3 mm）で bFGF
と VEGF が発現した線維芽細胞と血管内皮細胞の数をカウントし統計学的解析を行った．徐
放化 bFGF群は，コントロール群に比べ，bFGF，VEGFの発現が著しく両群ともに有意差を
認めた．今回の実験結果により，血管吻合部の早期修復には，徐放化 bFGF の使用が有効で
あると推察された．
キーワード：bFGF，VEGF，血管吻合，ハイドロゲル，徐放化
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トの下腹部を剃毛し，仰臥位に固定した後，鼠径部
を皮膚切開し大腿動脈を露出した（Fig. 1）．大腿動
脈を切断後 10-0 ナイロンで血管吻合を行った．徐
放化 bFGF を貼付した群は，血管吻合部の後方に
同薬剤を含有した徐放剤を 9-0 ナイロンで筋膜に縫
合し固定した（Fig. 2）．
　血管吻合のみ行ったラットをコントロール群とし
た．コントロール群と 2種類の徐放化 bFGF群は 3
日，5 日，7 日目に 3匹ずつ同様に麻酔を行い，血
管吻合部を採取し（Fig. 3），1 つの血管吻合部につ
き 3箇所（Table 1）の組織学的検査を行った．
　血管吻合部における修復の評価には，bFGF と
VEGF の免疫染色を行った．一次抗体として，
Santa Cruz Biotechnology 社製 FGF-2 抗体を二次
抗体にはニチレイ社製のシンプルステインを用い
DAB発色を行い，後者は一次抗体として免疫生物
研究所製VEGF 抗体を二次抗体にはニチレイ社製
のシンプルステインを用い同様にDAB発色を行っ
た．bFGFと VEGFのそれぞれの発現については 1
視野 0.3 × 0.3 mmにおいて線維芽細胞と血管内皮
細胞の数をカウントした．
　3．統計学的解析
　統計処理にはMann-Whitney test を用い，危険
率 5％未満をもって有意差とした．
Fig. 3　 Collection of samples at the vascular anasto-
motic sites.
Fig. 1　Exposure of the rat femoral artery.
Fig. 2　 The bFGF-containing slow release preparation 
is immobilized under the vascular anastomotic 
site over the fascia.
Table 1　 Numbers of histological examinations con-
ducted in each group.
3 days 5 days 7 days
Control n ＝ 3
9 regions
n ＝ 3
9 regions
n ＝ 3
9 regions
 50μg n ＝ 3
9 regions
n ＝ 3
9 regions
n ＝ 3
9 regions
100μg n ＝ 3
9 regions
n ＝ 3
9 regions
n ＝ 3
9 regions
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結 果
　1．bFGF染色（Fig. 4，5，Table 2）
　徐放化 bFGF 群は 50μg，100μg 含有ともに 3
日目で，bFGF免疫染色陽性の細胞数が著しく増加
した．5日目と 7日目では両群ともコントロール群
に比べ bFGF 免疫染色陽性の細胞数は増加してい
たが，5日目と7日目の細胞数には大きな差はなかっ
た．Mann-Whitney test では 3，5，7日目ともに徐
放化 bFGF 群はコントロール群に対して有意差を
認めた．また，50μg と 100μg の徐放化 bFGF 群
の間では 3日目に有意差を認めたが，5日目と 7日
目には有意差はなかった．
　2．VEGF染色（Fig. 6，7，Table 3）
　50μg 含有徐放化 bFGF 群は，5 日目に VEGF
免疫染色陽性の細胞数が著しく増加し 7日目にも増
加傾向を認めた．100μg では 3 日目より顕著に増
加があり，5，7 日目では 50μg とほぼ同程度の増
加にとどまった．Mann-Whitney test では，3，5，
7 日目ともに徐放化 bFGF群はコントロール群に対
して有意差を認めた．50μg と 100μg の徐放化
bFGF群の間では 3日目のみに有意差を認めた．
考 察
　bFGF（basic Fibroblast Growth Factor）は線維
芽細胞に対する増殖活性を有し，ウシ脳下垂体に存
在することを Gospodarowicz 1）が 1974 年に報告し
た．その後，1986 年に DNA配列が決定され遺伝
子組み換え技術による大量生産が可能となった．
　bFGFの創傷治癒促進作用に関する実験は様々な
モデルを用いて数多く報告されている2-4）．投与量
については河合ら5）がブタ背部の皮膚欠損創に
bFGFを投与し，50μg 以上の投与で有意な結果が
得られると報告した．また，大塚ら6）はラット背部
の皮膚欠損創に bFGF 投与し，bFGF と VEGF の
免疫染色が組織学的評価において有用である報告し
た．
　bFGFは水溶液単独による投与の場合，生物学的
半減期は短く，創傷治癒の促進にはハイドロゲルを
使用した徐放化が必要である7）．ハイドロゲルの使
用に関しては，田畑ら8）が徐放化 bFGFを虚血した
下肢に貼付し，疼痛の軽減効果と下腿皮膚潰瘍の改
善を認めたことにより，bFGF 徐放剤の臨床応用へ
の可能性について言及した．
　今回われわれが使用したハイドロゲルは研究用の
徐放剤であり，生体内に埋入すると細胞から分泌さ
れる酵素によって分解され，約 2週間に渡り生理活
性物質（bFGF など）を放出し続ける9）．血管吻合
部は閉鎖されており間欠的に bFGF を投与するこ
とができない．よって，ハイドロゲルの徐放化作用
を利用することで吻合部の早期修復を可能にすると
期待した．現在，徐放化 bFGF の使用は臨床実験
の段階であり，皮膚欠損や皮膚潰瘍の大きさや深さ
に関係なく 1回の治療に 50μg あるいは 100μg の
投与を試みている．よって，われわれは 1つの血管
吻合部に同量の 50μg と 100μg の bFGF含有徐放
剤で調査を行った．
　血管吻合部の修復は創傷治癒を意味し，線維芽細
胞のみならず種々の細胞増殖を認め，強力な血管新
生作用と肉芽形成を示すものである．そのため，今
回われわれは吻合部組織の修復について，線維芽細
胞増殖と組織形成促進となる血管新生を bFGF と
VEGF の免疫染色によって評価した．また，bFGF
免疫染色は線維芽細胞，血管内皮細胞それぞれの核
を中心に染色され，VEGF 免疫染色は，血管内皮
細胞，線維芽細胞の細胞質が染色10）され，細胞数
をカウントした．
　本実験の結果では，bFGF 50μg，100μg を含有
した徐放剤はともに，貼付 3 日後，既に bFGF と
VEGFの免疫染色陽性の細胞数は増加しており，閉
鎖した血管吻合部において早期に有効な作用を示し
たと考えられた．また，5，7 日目も両者の徐放剤
はコントロール群に比べ，bFGF，VEGF ともに染
色された細胞数が多く，血管吻合後の組織修復に有
効に作用したものと推察された．
　本実験の主な目的は bFGF 含有徐放剤による血
管吻合部の早期修復の検討である．特に切断指再接
着術の患者や指掌部皮膚・軟部組織欠損に対する再
建を行った患者に対し，その臨床使用が期待され
る．一般に切断指再接着術後のリハビリテーション
開始時期は血行障害の可能性によって術後 2週間か
らと考えられるが，術後の腱癒着や関節拘縮を予防
するため術後 4 日目より包帯内での自動運動を
Silverman ら11）は推奨している．しかし，切断指
の吻合血管の多くが 0.4 ～ 1.0 mmであり，患者に
よっては血管が脆弱で吻合後のリハビリテーション
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Table 2　 The number of cells responding after staining 
for bFGF.
3 days 5 days 7 days
Control  8.66
（± 4.13）
19.66
（± 4.13）
22.44
（± 3.74）
 50μg 29.55
（± 3.02）
40.22
（± 6.14）
43.11
（± 4.19）
100μg 38.11
（± 4.86）
43.00
（± 5.45）
40.88
（± 6.35）
Table 3　 The number of cells responding to VEGF 
staining.
3 days 5 days 7 days
Control 14.55
（± 3.35）
21.00
（± 3.93）
31.22
（± 3.52）
 50μg 21.55
（± 4.30）
34.77
（± 6.03）
39.22
（± 3.80）
100μg 31.00
（± 4.06）
34.66
（± 6.87）
39.11
（± 8.72）
Fig. 6　 VEGF staining for bFGF  slow release prepara-
tion containing 100 μg of bFGF （×40） on the 
7th day. The cytoplasm has been stained.
Fig. 4　 bFGF staining for bFGF slow release prepara-
tion containing 100 μg of bFGF （×40） on the 
7th day. Both the cytoplasm and cell nuclei 
have been stained.
Fig. 5　 The number of cells responding after staining 
for bFGF. ☆p＜0.05, a signiﬁcant diﬀerence was 
noted when compared against the control 
group. ※p＜0.05, a significant difference was 
noted between the 50 and 100 μg groups on 
the 3rd day.
Fig. 7　 The number of cells responding to VEGF stain-
ing. ☆p＜0.05, a signiﬁcant diﬀerence was noted 
when compared against the control group.※p＜
0.05, a signiﬁcant diﬀerence was noted between 
the 50 and 100 μg groups on the 3rd day.
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を余儀なく遅らせることも経験する．そこでわれわ
れは本実験に使用した徐放化 bFGF によって早期
リハビリテーションを可能にすることを考えた．実
験結果では，徐放剤貼付 3日目で bFGF 100μg 含
有群が 50μg 含有群より bFGF，VEGF ともに細
胞数が高値を示し，Mann-Whitney test においても
有意差を認めた．以上より血管吻合部 3日目より吻
合部の修復が始まると推察される bFGF 100μg 含
有した徐放剤が切断指再接着術や四肢再建術に有効
と考えた．
　ただし，血管吻合部の周囲の bFGF，VEGFの免
疫染色によって陽性であった細胞数をカウントした
のみで血管吻合部の組織耐久性については不明であ
る．今後は機械的刺激や外力により吻合部の耐久性
についても調査が必要である．また，本実験では貼
付 7日後までに血管内腔に肉芽組織の増殖を認めな
かったが，bFGF含有徐放剤は 2週間の徐放作用を
持つことより，過剰な肉芽組織増殖による血管内腔
の閉塞や狭小化を及ぼす可能性も否定できない．長
期的な追跡によって血管吻合後の血流測定などの評
価も必要である．また，今後は細胞の増殖能を示す
マーカーとして PCNA染色や，線維芽細胞を特異
的に染色するビメンチン法によって bFGF による
血管吻合部修復の組織学的評価も必要である．
謝辞　稿を終えるにあたり，組織染色，標本作製してい
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EFFECT OF A BFGF SLOW-RELEASE PREPARATION ON VASCULAR  
ANASTOMOTIC SITES OF THE RAT FEMORAL ARTERY
Masatoshi HASHIKAWA, Toshiya YOKOYAMA,  
Satoshi KADOTA and Yoshiaki HOSAKA
Department of Plastic and Reconstructive Surgery,  
Showa University School of Medicine
　Abstract 　　 Basic ﬁbroblast growth factor （bFGF）-containing agents are used at a number of insti-
tutions to aid in healing wounds.  bFGF causes migration and proliferation of vascular endothelial cells 
and vascular smooth muscles ; however, there have been no reports on the eﬀects of bFGF on vascular 
anastomotic sites, as observed through histological presentations.  For reconstruction of the extremities, 
in particular the ﬁngers and palms, early rehabilitation is important for functional recovery ; and early 
restoration of the vascular anastomotic sites plays an essential role.  In the current study, a slow-release 
hydrogen gel preparation containing bFGF was used to determine the process of recovery at vascular 
anastomotic sites.  Following sedation with ether, rats underwent intraperitoneal anesthesia using pento-
barbital sodium （30 mg/kg）.  The femoral artery was exposed, transected and anastomosed using a 10-0 
nylon suture.  The animals were assigned to one of the following 3 groups : vascular anastomosis only 
（the control group） or either of the 2 groups with anastomotic sites treated with bFGF （50 or 100 μg） 
contained in 2 mg of a hydrogen gel （a slow-release preparation）.  For histological examination, tissue 
samples were obtained under the above-described anesthetic procedure 3, 5 and 7 days after application 
of the agent.  To evaluate recovery at the vascular anastomotic sites, 2 types of immuno-staining （bFGF 
and VEGF） were conducted ; the cells expressing bFGF and VEGF were counted at 3 locations （0.3×0.3 
mm） around these anastomotic sites.  A statistical analysis of these counts was conducted.  The expres-
sions of bFGF and VEGF were signiﬁcant with signiﬁcant diﬀerences between the groups treated with 
the bFGF slow release agent and the control group.  The results of the current study suggest that the 
use of a bFGF slow release agent is eﬀective for early recovery at vascular anastomotic sites.
Key words :  bFGF, VEGF, anastomosis, hydrogels, slow-release
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